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研究成果の概要（和文）： 
 一般に細胞膜直下において機能すると考えられている非受容体型チロシンキナーゼが、遺

伝子発現と細胞機能の調節の場である細胞核に移行し、細胞核内におけるタンパク質チロシ

ンリン酸化を介して DNA 損傷チェックポイント、アポトーシス関連クロマチン凝集、細

胞核構造の制御を行うことが示され、またその分子機構についての知見を得た。分子標的

型抗癌剤およびがんの化学療法・放射線治療に新たな道が開けることが期待される。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Nonreceptor tyrosine kinases (NRTKs) work under plasma membrane in combination 
with transmembrane receptors, but recent reports showed that these NRTKs can 
translocate to the nucleus.  We found that NRTKs regulate DNA damage checkpoint, 
chromatin condensation associated by apoptosis and nuclear structure through nuclear 
protein tyrosine phosphorylation, and analyzed the molecular mechanisms.  These 
results give novel insights into the use of molecular-targeting anti-cancer drugs and 
the improvement of chemotherapy and radiation therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内最大の構造体である細胞核は、ダイ
ナミックな遺伝子発現の調節の場として
数々の内的・外的要因によって厳密に制御さ
れ、その破綻は遺伝情報の変異・欠失、細胞
死、癌化、老化、遺伝病等を引き起こすと考
えられており、細胞核機能の制御機構は新た
な創薬ターゲットとして多大なる可能性を
秘めている。従来、非受容体型チロシンキナ
ーゼ（non-receptor type tyrosine kinase, 
以下 NRTK）は細胞膜直下に存在し、膜貫通型
受容体タンパク質からのシグナルを細胞質
内のリン酸化カスケードに伝達すると考え
られてきたが、近年、NRTK が転写因子や DNA
修復タンパク質といった核内タンパク質と
タンパク質複合体を形成し、核内において生
理的に機能している例が報告されてきてお
り、NRTK の細胞核機能への関与に興味が持た
れている（J.  Biol. Chem., 277, 34870, 
2002; Mol. Cell, 22, 489, 2006; Cell, 127, 
185, 2006）。 
 Src 型チロシンキナーゼ(Src-family 
kinase: SFK)は一般に細胞膜直下において細
胞膜貫通型受容体と協調して、リン酸化カス
ケードを介して細胞内へシグナルを伝達す
るとされている。しかしながら、申請者はこ
れまでに核内に SFK のひとつである Lyn を発
現させるとクロマチン構造の変化がおきる
こと（Takahashi A, Fukumoto Y, et al. Exp. 
Cell Res., 2009）、また SFK の核移行にはキ
ナーゼ活性による制御が存在すること
(Ikeda K, Fukumoto Y, Exp. Cell Res., 2009)
を見出しており、SFK が直接核内に移行し機
能する可能性を示唆するデータを得ている。 
 やはり非受容体型チロシンキナーゼであ
る c-Ablは、一般に細胞質において細胞増殖、
接着、運動などに関与するとされているが、
DNA 損傷や酸化ストレスによって核内へ移行
しアポトーシスや細胞周期停止を誘導する
ことが知られている。しかし、核内での挙動
については未解明な部分が多い。 
 受容体型チロシンキナーゼのひとつであ
る ErbB4 は乳腺・心臓・神経系の発達や発癌
などに関与する。近年 ErbB4 は細胞膜上で受
容体として働くだけでなく、シグナル伝達の
際に、酵素的に切断された細胞内領域
(E4ICD: ErbB4 intracellular domain)が核
内へ移行することが知られている。しかしな
がら核内へ移行するタンパク質量はわずか
であり、核内において E4ICD によってリン酸
化をうける基質タンパク質も知られていな
い。 
 
２．研究の目的 
 NRTK による細胞核機能の制御に関心が集
まる中で、申請者は NRTK によるチロシンリ
ン酸化がその関連因子とともに細胞核機能

や細胞分裂を直接制御していることを示す
データを得ている。Src 型チロシンキナーゼ、
c-Abl、E4ICD はいずれも核内に移行すること
が知られており、お互いに機能的に関連する
ことが予想されるものの、依然として異なる
機能を担っていると思われる近縁の NRTK で
ある。本課題ではこれまでの研究成果に基づ
き、それぞれのチロシンキナーゼの核内にお
ける機能を追求し、最終的にそれぞれのキナ
ーゼの解析の総体として核内タンパク質の
チロシンリン酸化による細胞核制御機構の
全容を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)Src 型チロシンキナーゼによる G2 期 DNA
損傷応答制御機構の解析 
 Src 型チロシンキナーゼのひとつである
Lyn を核移行シグナルとの融合タンパク質と
してレトロウィルス用いて HeLa S3 細胞に導
入し、Lyn を核内に安定に発現する細胞株
（Nuclear Lyn 安定発現株）を作成した。細
胞周期の同調をチミジンによる S期同調系お
よび Cdk1 阻害剤による G2期同調系を用いて
行い、顕微鏡・フローサイトメトリーによっ
て DNA損傷に対する細胞周期の応答を観察し
た。DNA 損傷の導入は、抗癌剤のひとつであ
り DNA二重鎖切断を導入するアドリアマイシ
ンを用いて行った。 
 
(2)c-Abl による細胞核構造の制御の解析 
 ヨウ化プロピジウムを用いて細胞の DNAを
染色し、共焦点レーザースキャン顕微鏡によ
って画像情報を取得した。DNA の染色強度を
定量しピクセル間の染色強度のばらつきを
計算することで、画像情報からクロマチン凝
縮を定量的に評価する独自の実験系を構築
した（Takahashi A, Fukumoto Y, et al. Exp. 
Cell Res., 2009）。 
 
(3)ErbB4 による核形態変化と核内チロシン
リン酸化の解析 
 レトロウィルスを用いて E4ICDを核移行シ
グナルとの融合タンパク質として HeLa S3 細
胞に導入し、核内に E4ICD を安定に発現する
細胞株（Nuclear E4ICD 安定発現株）を作成
した。細胞核サイズの定量は共焦点レーザー
顕微鏡を用いて行った。生化学的な細胞分画
は cytoskeleton buffer を用いて常法にした
がって行った。 
 
(4)核内における非受容体型チロシンキナー
ゼ基質タンパク質の探索 
 抗チロシンリン酸化抗体を産生するハイ
ブリドーマを用いて抗チロシンリン酸化抗
体を大量に調製し、アフィニティーカラムを
作成した。一方で Nuclear Lyn 安定発現株か
ら細胞抽出液を作成し、抗チロシンリン酸化



アフィニティーカラムを用いてチロシンリ
ン酸化タンパク質を精製した。Nuclear Lyn
依存的チロシンリン酸化タンパク質を質量
分析によって同定した。 
 
４．研究成果 
(1)Src 型チロシンキナーゼによる G2 期 DNA
損傷応答制御機構の解析 
 Nuclear Lyn 安定発現株は micronuclei、
nucleoplasmic bridgeなどの染色体異常を示
し、SFK が核内において染色体の安定性の維
持に関わっている可能性が考えられた。アド
リアマイシン処理によって誘導される G2 期
細胞周期停止を観察したとき、Nuclear Lyn
安定発現株においては細胞周期停止が抑制
されていることが確認され、一方でキナーゼ
活性を欠く Nuclear Lyn-K275R/Y508F 変異株
では細胞周期停止が促進されていた。SFK の
阻害剤である SU6656 処理によっても細胞周
期停止の変化が確認された。またアドリアマ
イシン処理後の細胞周期関連タンパク質の
応答に、SU6656 処理によって変動が見られた。
したがって SFKはチロシンキナーゼ活性を介
して、細胞周期停止を制御しているものと思
われる。以上の解析から、核内において SFK
が G2 期 DNA 損傷応答を制御していることが
明らかとなった。 
 
(2)Abl による細胞核構造の制御の解析 
 c-Abl の過剰発現によってクロマチン凝縮
が誘導され、c-Abl が細胞核内構造の制御に
関わっている可能性が考えられた。c-Abl は
DNA 障害時に核内に移行することが知られて
いる。そこでアドリアマイシン存在下で同様
の実験を行ったところ、c-Abl はアドリアマ
イシン非存在下よりもより強くクロマチン
凝縮を誘導した。核移行シグナルを用いて
c-Abl のキナーゼドメインを核内に優先的に
発現させた時、野生型の c-Abl よりもより強
いクロマチン凝縮が誘導された。さらに、核
内におけるチロシンリン酸化シグナルとク
ロマチン凝縮の誘導の強度には相関関係が
見られた。従って、c-Abl は核内タンパク質
のチロシンリン酸化を介してクロマチン凝
縮を引き起こすものと考えられる。経時的な
観察の中で、この c-Abl によるクロマチン凝
縮の誘導はアポトーシスマーカーであるカ
スパーゼ 3の出現に先立って起こることが確
認された。以上の解析より、DNA 障害時の
c-Abl によるアポトーシス誘導のメカニズム
のひとつに、c-Abl によって誘導されるクロ
マチン凝縮を介するメカニズムが存在する
可能性が示唆された。 
 
(3)ErbB4 による核形態変化と核内チロシン
リン酸化の解析 
 Nuclear E4ICD 安定発現株は、細胞核の巨

核化を示し E4ICDが細胞核構造の制御にかか
わっている可能性が示唆された。キナーゼ活
性を欠く Nuclear E4ICD-K751R 変異体は巨核
化を誘導せず、また Nuclear E4ICD による巨
核化は ErbB4のキナーゼ活性阻害剤によって
抑制された。従って核内において E4ICD は核
内タンパク質のチロシンリン酸化を介して
巨核化を誘導しているものと思われた。細胞
分画のなかで、Nuclear E4ICD はクロマチン
フラクションと核マトリックスに顕著に確
認され、両フラクションにおいて Nuclear 
E4ICD によって誘導されるチロシンリン酸化
タンパク質が確認された。従って Nuclear 
E4ICD はクロマチン結合タンパク質および核
マトリックス構成タンパク質のチロシンリ
ン酸化を介して、細胞核構造の制御を行って
いるものと思われる。c-Abl によって誘導さ
れるクロマチン凝縮は、Nuclear E4ICD の発
現の際には観察されなかった。従って、c-Abl
と E4ICDはそれぞれ異なる核内タンパク質の
チロシンリン酸化を介して細胞核構造の制
御を行っているものと思われる。 
 
(4)核内における非受容体型チロシンキナー
ゼ基質タンパク質の探索 
 Nuclear Lyn 依存的に検出されるチロシン
リン酸化タンパク質を質量分析によって同
定した。今後、これらのタンパク質の解析か
ら上述の核内 NRTK による細胞核機能・細胞
核構造制御の分子メカニズムについて新た
な知見が得られることが期待される。 
 
 以上の解析によって、核内において非受容
体型チロシンキナーゼとその関連因子が細
胞核機能と細胞構造の制御を行っているこ
とが示された。Src 型チロシンキナーゼおよ
び c-Abl、ErbB4 はいずれも、イマチニブ・
ダサチニブ・ハーセプチンなどの分子標的型
抗癌剤のターゲットタンパク質、もしくはタ
ーゲットタンパク質の近縁タンパク質であ
る。これらの NRTK が一般に考えられている
細胞膜直下におけるシグナル伝達だけでな
く、核内においても機能していることが示さ
れたことによって、上記の抗癌剤の作用機序
と応用範囲に新たな展開がもたらされるこ
とが期待される。一方で DNA 損傷チェックポ
イントとアポトーシスは、いずれも従来より
用いられている DNA障害型抗癌剤による治療
効果を左右する重要な因子である。今後 NRTK
による細胞核機能の制御について解析を続
けることで、化学療法・放射線治療に対する
腫瘍細胞の耐性の改善、治療効果の予測など
に新たな道が開けることが期待される。 
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